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COMUNICACION BREVE

Diferenciacion de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar
en muestras de materia fecal por deteccion de adhesina de
E. histolytica mediante ELISA

Claudia E. Guzmén, Myriam C. Lopez, Palricia Rayes, Jorge E. Gémez,
Augusto Corredor, Carlos Agudelo

Departamento do Salud Pblica y Tropical, Faculed doe Modicina, Unhemsidad Macional da Colomiia,
Bopatd. D.C. Colamibia.

Las Iinfeceicnes causadas por el complejo Entamosba hsfolyfica/Entamoeba aispar son oo
distribucion cosmopolia, E hisiolytca s la Unica especie palbgena, pero ka difprenciacion con £
dispar st hate por métodos bioguirmicos. Esle Irabajo iuvo coma fnalidad delectar ripidamante la
adhasing espacifica do £ histolyfica para dilerenciarla de E. dispar on mabada focal, asi como
daterminar la frecuencia del complajo £ hisfofytica’t. disparen una poblaciin nural de Cundinamanca,
En al puesto do salud de La Virgan, Quipile, Cundinamarca, se recolectaron 140 muasiras de
matena lecal de nifios y adultos y s analizaron por el método de concentracidn (formol-&er) para
daterminar la frecusncia del complejo E. histolytica/E. dispar. Las 23 muestras posithvas para esta
complejo (16,42%) se valoraron con la metodologia de la prusba de ELISA para la deteccidn de
adhasing; S0 oblive e frecuancia de B,89°% (223) de E. vslohtica, A 19 pacianes positives pam
ol complajo E. hisfolyficaE. dispar 5o kas roalizd ELISA par b deteccion de anticusrpos on sangm
contra £, hisfofytica con resultada negativo, Extrapsando los rsultados de la deteccisn de adhasina
a la poblacién ofal de esle estudio (2140), se obiuvo una frecuencia de 1,42% de E. hisliotica La
veniaja de la prueba de ELISA para la deteccidn de adbesina es su facil ejecucidn que parmille
hacar un diagndstco Hdpsde par instaurar un manajo adecuado. Se recomienda la realizacdén de
estudios da prvalencia a nivel nacional,

Palabras clave: Enfamosha dispar. Ertvmocha hisiolytien, adhesina especifica

Entamoeba histelytica and Enfamoeba dispar differentiation in facces samples by E.
histolytica adhesin detection through ELISA

Iinfections caused by the Emamocha histohyticaEnfamosha oispar species. compli have a world-
withs disiribution. E. histolythca Is the only pathogenic species, ul the difleremintion with E. cespar
can only be done by bochemical mathods. The aam of this work was 1o detect the E. histohtica
specilic adhasin moleculs to dilorentiate this pamasie rom £ dapar in (asoes samplos, &8 well as
to deterrming the prevalence of inection by e E. wslohtica'E, dispar complax in a rural population
from Cumdinamanca, Colombia. One hundred and foy focal samples wene collected at the health
cender of La Virgen, Cuipile, Cundinamarca, They were examined by foemalin-ether concentration
rmihed b0 determing the prevalance of E histobfica’E. dispar: Twenty three positive samples (16.429)
wore submittod to an ELISA test Tor detection ol E. hislofydica specific adhesin, out ol which only 2
(B.69%) were Tound o be positive for E. histolyica. Semum samples from 19 patients infectod with £
hisfolytica’E. dispar wera submitted to an ELISA test lor antibedies, against E. sfolydics; all of fhiem
were negative. [ the prevalenca of speciic adihasin test had bean appied o all the people includad
in the study, the estimated prevalence of E- histolyica infection would bo 1.42% (2140). The advantage
ol the ELISA lest for specific delection of the £, hisfolytica adhesion molecule is its easiness, which
allows o raphd dingnosis in order 1o provide adequate treatmant, This methodology could ba
recommended Tor nationwide epidemiclogical studies to delorming the prevalence of E histolytice
infaction.

Koy words: Enfamosba dispar, Enlamoeba hisfelylica, specific adhasin.
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La infeccidn causada por el complejo Entamoehba
histolytica/Entamoeba dispar s de distribucion
cosmopolita. Se calcula que 1% de las personas
infectadas con E. histolytica puaden desarmollar
patologias potencialmente fatales coma la colitis
amebiana fulminante o el absceso hepafico
amebiano (1,2).

En 1825, Emile Brumpt propuso el concepto de
que E hislolytica comprendia dos especies
morfolégicamente idénlicas, indifarenciables.
Brumnpt Bamd a una Entarmoaba disoarno paldgena
¥ a la otra Enlamoeba dysenieriae, postulada
como la especie paldgena causanie de la
amabiasis invasora (3). En 1978, Sargeaunt y
colaboradores (4) diferenciaron mediante patrones
isoenzimaticos cepas de E. histolytica aisladas
de pacientes con manifestaciones clinicas de
amebiasis y de portadores asintomdticos,
confiméndose que E. hisfofyfica es un complejo
constituide por cepas paldgenas y no paldgenas.
Actlualments, axiste en al comarcio un astuchse
de inmunodiagndstico rapido y de facil realizacion
para la diferenciacidn de E. hisfalytica y E. dispar,
por madio de la deteccidn de adhesina espocilica
da E. hislolytica en materia fecal (5-10). Lo elabora
la casa comercial Techlab, Inc., Blacksburg,
Virginia, que uliliza anticuerpos monoclonales
especificos para adhesina da E. hetalytica (9,10).
La adhesina o lectina de adherencia galaciosa-
M-acetil-D-galactosamina (Gal/GalMac), aglutina
células o precipita glicoconjugados v meadia la
resistencia amebiana a la lisis por los
componantes terminales del sistema comple-
menta (C5b-8); la adhesina se une a los
componentes C8 y C9 para inhibir la lisis de la
armaba por al complajo de alaque de membrana
(MAC) (11,12). Esta prueba ha sido estandarizada
y evaluada por diversos aulores. Haque y
colaboradores (9) infformaron 44 (2, 29) casos de
E. hislolylica en 2,000 muesiras de materia fecal
de una poblacidn preescolar y escolar de zonas
rurales y urbanas de Bangladesh. En 112
mugstras de pacientes sintomaticos gastrointes-
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linales o con alio fAesgo para amibiasis, como
homosexuales o viajeros que consultaron an
centros médicos de Canadd, Pillai y colaboradores
(10) encontraron 3 (2,6%) casos de E. histolyica.
Segun los datos de la Encuesta Nacional de
Morbilidad realizada en Colombia en 1980, la
prevalencia de E. hisfolylica fue de 123 (13).
Como en ese estudio no se hizo la diferenciacidn
del complejo E. histolytica/E. dispar, 3@ propuso
la realizacidn de este proyecto cuyo objetivo prin-
cipal fue diferenciar E. histolytica de E. dispar,
conociendose que la primeara a5 la dnica especia
patdgena,

Materiales y métodos
Muestras de materia fecal

Las muestras de materia fecal provinieron de nifos
y adullos &n wn rango de edad entre 4 y 81 ahos
qui asistieron al puesto de salud de La Virgen,
Quipile (Cundinamarca) y acaptaron participar
valuntarnameante o a través de autorizacion de su
representante legal, segun & Decreto 2737 de
1989, articulo 13 {Cddigo del Menor). Se
recolectaron 140 muestras, sin adicidn de
presarvativos, las cuales fueron fransportadas al
laboratorio para ser procesadas el mismo dia.

Dbiencion de las muestras de sangre

Se lomaron por venopuncién 19 muestras de
sangre de los individuos que fuaron positivos para
el complajo E. hislolylica/E. disparen el examen
de materia fecal por concentracion.

Diagnastico parasitologico

Sa procesaron las muestras de materia fecal por
el método formol-&ter (14,15) y se cbservaron
microscdpicamaents para buscar quisies del
camplejo E. histolytica/E. dispary otros pardsitos.
Posteriormente, s& determind la presencia de
adhosing en las muestras gue fueron positivas.

Detecclidn de adhesina de E. histolytica en
materia fecal mediante la técnica ELISA

Se analizaron 23 muesiras de materia fecal del
complejo E. kistolytica/E. dispar, de las cuales 3
fueron negativas, 20 positivas para parisitos
inlastinalas y las restantes prasentaron estos
parasitos; Entamoeba hartmanni, Giardia
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duodenalis, Enfamoeba coli, Endolimax nana, lo-
damoeba butschill, Blastocysiis hominis, Ascans
lumbricoides, Chilomastix mesling, Uncinania sp.
¥y Mypxozoa sp. Estas muestras se procesaron
ulilizands un astuche de inmunodiagndstico
comercial para deteccidn de adhesina de E.
histolytica en materia fecal (6-10.16), que s& loyd
en un colorimetro & una densidad dptica de 450
mrm en el Uniskan |,

Calculos

Se determing &l valor de la absorbancia de los
controles positive y negative y las muesiras,
restando el valor de absorbancia del control
negativo al valor de absorbancia de las muestras,
considerdandose positiva la absorbancia mayor
de 0,05 (6-10,18).

Deteccion de anticuerpos contra E. histolylica
por la técnica de ELISA

Se realizd deteccién de anticuerpos anti-lgG
contra E. hislolytica en muestras de sangre de
los pacientes positivos (17).

Correlacidn clinica

A los pacientes cuyd examen coprolagico reveld
presencia de quistes del complejo E. hsiolytica’
E. dizpar & las hizo una hislora clinica para
correlacionar la presencia o ausancia de signos y
simtomas compatibles con amibiasis.

Resultados

En las 140 muesiras de maleria fecal analizadas
por el métode de concentracién, la frecuencia
encontrada para el complejo E. histolytica/E.
disparfue de 16,4279 (23140). La frecuencia de
E. hartmanni fue de 1,42% (2/140). Las
frecuencias encontradas para otros protozoarnos
y helmintos se ancuentran en el cuadro 1, Todos
los pacientes del complejo E. hisfolvtica/E. dispar
fueron asintomaticos.

Deteccion de adhesina de E. histolytica en
materia fecal mediante ELISA

En 23 muestras de materia fecal que fueron
positivas para el complejo E. hisholylica’E. dispar,
se obtuvo una frecuencia de 8,69% (2/23) para E.
histolytica.

DIFERENCIACION ENTRE E HISTOLYTICAY E. DIEPAR POR ELISA

Determinacion de anticuerpes contra E.
histolytica por la técnica de ELISA

Tedas las 19 muestras de suero de pacientes con
presencia de guistes del complejo E. hatolytica’
E. disparfueron negalivas para anticuerpos Ig G
contra E. hisfalytica.

Discusidn

La Investigacién Macional de Morbilidad de 1962
(18} informa datos sobre la prevalencia, intensidad
¥ principales caracteristicas de los parasitos
intestinales que se encuentran en Colombla. En
una muestra de 5.026 personas, la prevalencia
para E. histolytica fue de 25%,; sin embargo, no
se realizd diferenciacién con E. harimanni.
Igualmenie, no se realizd diferenciacion con E.
dispar, puesto que no as posible hacerla por
microscopia optica y requiere de otras
metodologias, Lo anterior indica que la tasa de
prevalencia resultanie en este estudio es muy alta
pero no necesanameante traduce la situackon real
de E. histolytica.

En los resultados obtenidos por Corradar y
colaboradores en la Encuesta Nacional de
Morbilidad realizada en 1980, se encontrd una
prevalencia de E. hisfolyfica de 12,1% para todo
el pais (13). En esla evaluacidn tampoco se
realizd la diferenciacidn de E. histolyfica/E. dispar,
perd a diferencia de la Investigacion Nacional da
Morbilidad de 1963, sl se hizo la diferenciacion
del complejo E. histolytica/E. dispar de la E.
hartrmanmi mediante la medicion de los quistes.
En consecuencia, la prevalencia, como era de
asperarsa, disminuyd aungue confinud presentan-
dose un sobrediagnastico por E. histolytica. En
los datos hallados en el presente estudio, se
encontrd una frecuencia de 16,42% (23/140) para
el complejo E. histolytica’ E. dispar, resultado
similar al obtenido en el Estudio Macional da
Parasitismo Intestinal de 1980 (13).

En cuanto a diferenciacién del complajo E.
histolytica’E. disparpor deteccidn de adhesina de
E. histolytica, la frecuencia encontrada en esla
investigacion fue de 8,69% en 23 muestras.
Extrapolando estos resultados a la poblacién to-
tal estudiada, encontramos que la frecuencia
corresponde a 1,42% para E. hislolylica. Asi
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misme, s& cbserva una importante reduccion de
la frecuencia de E. histolytica cuando se
comparan los resultades de este trabajo con los
de la Encuesta Nacional de Morbilidad de 1980
(13), de 12,1%a 1,42%. Este dlimg dato es posible
que s aproxime a la real siuacidn de la frecuencia
da E. histolytica en Colombia. En la lteratura, los
estudios realizados por Pillai y colaboradores (10)
en 112 muestras de materia lecal de pacientes
sintomédticos gastrointestinales, quienes
consultaron en centros médicos urbanos de
Canada y gue hablan estado an zonas
subtropicales y tropicales en los dos anos
anterianes, o que aran hombres homosaxuales o
habian viajado en los seis meses anterioras, s¢
encontraron 3 (2 6%) casos positivos para E.
histolytica por dateccién de adhesina. En el
prasente frabajo, con asta Acnica se oncontrd una
frecuencia de 1,42% para la poblacién total
esludiada (2140), concordando con los datos de
Pillai et al., aurque los pacientes de este estudio
fueron asintomaticos, En el estedio realizado par
Haque y colaboradores (9) en 2,000 muesiras de
maleria fecal de preescolares y escolares de
zonas rurales y urbanas de Bangladesh, se informa
de 44 (2,2%) casos de E. histolytica por deteccion
de antigens, ko que cancuerda con los resultades
de este estudio v con las caracteristicas de la
poblacidn, que también era asintomatica,

Los resultades serodogicos fuercn negatnos para
E. histolylica, siendo asto lo esperado segun los
dalos de |a historia clinica.

Cuadre 1. Frecuencia de parasios inesinales an 140
ruesiras oo maleria lacal.

[ b
Pardsilos e msestrns
positivas

Compiejo E. higlolylica’ E. dispar ] 16,42
Giandia farmbia 13 B
Erntamaoeba hartmannd 2 142
Entampaba coli &4 42,14
Erndolimay ranr B 42 B5
ledamaeba Dulschil 27 1828
Ascaris fumbricoldes 15 10,7
Bigstocysts howminis 18 11,42
Clilpurapatis mesniii 1 [y |
Trichuris trichiura 3 24
Lincinmnia sp. a 214
Myxobulos 8p. 1 0,71
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El estudio informa un nidmero significativo de
casos del complojo E. histolytica/E. dispar por
microscopia dplica, en los cuales el tratamiento
es innecesario debido a que sdlo 2 de 23
pacintes resultaron positivos para E. histolyfica.
Podemos decir que, con los resullados obtanidos,
se hace un aporte imperlanie al diagndstico de
E. histolytica a nivel nacional. Ademds, se cuenla
con un método ripido debido a que el resultado
s& obtiene a las dos horas de iniciado el proceso,
lo cual permite realizar un diagnostico y manejo
rapido v adecuado. Adicionalmeante, con la
metodologia de la deteccidn de adhesina, s tiene
la ventaja de disminuir los tratamientos
innecesarnos, ko cual repercute en reduccidn de
costos v de efectos colaterales de estos
medicamenios,

Este irabajo nos muestra la necesidad de realizar
un esiudio epidemiclégico a nivel nacional con e
fin de determinar la prevalencia de la E. histohtica,
utilizarnda como antigeno capas colombianas de
E. histglytica para la oblencidn de los anticuarnpos
policlonales.
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